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第 3項 酸化的リン酸化 とFIFO-ATP合成酵素
効率的な ATP合成機構である酸化的リン酸化の機構は､p.Mitchelにより提唱された
化学浸透圧説により説明される3)｡先ず､クレブス回路等で化学エネルギーから変換 さ
れたNADH等を利用 し､電子伝達系 と呼ばれる一連の膜蛋白質から成 る機構 を介 して
膜内外にH十の電気化学的勾配が形成される (図 1.2)｡ 光合成を行 う植物などでは光
エネルギーを利用 して､H十の電気化学的勾配を形成する｡ このH+の電気化学的勾配 を































クロロブラス ト8)や好熱菌 ･大腸菌等の細菌形質膜9日 0)からも単維精製されている｡
これらの結果から本酵素の構造は､非常に普遍的なものであると考えられるようになっ
た｡その基本的な構造は､膜表在性の Fl部分と膜内在性の Fo部分から成る｡ しかし､
好熱菌 ･大腸菌等の下等生物に比べると高等生物の方がより複雑な構造をしている｡ こ
こでは最 も基本的な構造 を形成している大腸菌 FIFO-ATP合成酵素に注目した｡ その











の uncと呼ばれるオペロンにコー ドされている17)0 uncオペロンは､各サブユニットを
コー ドするシス トロンが､uncB (aサブユニット)､uncE (Cサブユニット)､uncF (b
サブユニット)､uncH (8サブユニット)､uncA (αサブユニット)､uncG (γサブユ
ニット)､uncD (βサブユニット)､uncC (Eサブユニット)の順に並んだ構造を持つ｡
この並び方は､分子集合の順序を理解す●る上で重要な事であると思われる｡ 又､光合成












とβサブユニッ ト間において も相同性が認められており､大腸菌の場合約 40% の相同
性が認められている｡この事から両サブユニットは､同一の蛋白質から進化したもので















24)｡ Fl部分は､ATPの合成 ･加水分解を行 う｡触媒部位は3箇所あり､それらは協同
的に機能している｡ 界面活性剤 であるLDAOを低濃度で用いることによりFl部分から
eサブユニッ トの解経が起 こり､その結果 ATP加水分解活性が約8倍に上昇する25)｡
この事から､Eサブユニットは ATPaSe阻害蛋白質である事が明らかになった｡ 又､







図 1.3で示 した様な分子集合であると考えられている3())｡ 変異株の解析からH+輸送
に際Lab2複合体に対してCサブユニットの複合体が回転 していることが示唆されてい
る｡この Fo部分の回転運動は､末だ可視化されていないため確証はない O この事を明
らかにすることは今後の課題である｡又､図 1.3でス トー ク領域と呼ばれている領域




Fl部分に存在する触媒部位は､3箇所ある33日 4)｡ それぞれの触媒部位の ATPに対
する親和性 は､異なっている｡又､Fl部分に1分子の ATPが結合する様な低濃度の
ATP条件下における触媒活性 をuni-site活性と呼んでいる｡過剰量の ATP濃度での触
媒活性 (multi-site活性)は､uni-site活性の反応速度の 106倍である35)｡ これらの
ことより触媒部位 は､過剰量のATP存在下の定常的機構では協同的に作用 していると
考えられる36)37)｡ 即ち､ATP加水分解反応は図 1.4のように説明できる｡ 先ず､第





























FIFO -ATP合成酵素において､最も重要な機能であるFo部分による H十輸送と Fl部
分による ATP合成 ･分解反応間における共役には2つの仮説が提唱されていた｡ 1つ
はFo部分を通過 したH十が触媒部位の基質に作用 LATP合成を行うという仮説である｡


























は8サブユニットとの結合 に関与 している54)｡ この様なαサブユニ ットは ATPase活
性をもつ α3β3複合体を形成することができるが､この複合体は 8サブユニッ トと分子














ニットのそれは12%と低い18)｡ しかし､保存 されているア ミノ酸残基は､アミノ末
端とカルボキシル末端に分布 している｡これらのアミノ酸残基に変異が起こると触媒活
性だけでなく共役機構- も影響を与えることが知られてる｡ 従って､このサブユニッ ト
は､触媒活性だけでなく共役機構にも関与 していることが考えられる｡又､ヌクレオチ
ド結合部位を有きないこのサブユニットは､活性発現に必須であり､触媒複合体におい
































63)0 Fo部分の分子集合状態を図 1.5に示 している｡ それは､｡サブユニットが8から
12分子の Cサブユニ ットが円柱状に分子集合 し､その側面に 1分子の aサブユニット
と2分子の bサブユニッ トが分子集合 していると考えられている｡ この樵に Fo部分の
分子集合 も非対称性である｡又､Cサブユニットだけで もFo部分で見 られる分子集合
は認められるが､H+輸送活性はない64)｡これは､電子顕微鏡などの解析からaサブユ




かになった15) (図 1.6)｡ 一方､変異株の解析からaサブユニットと｡サブユニット
が協同的に機能することで H+輸送をしている事 も示唆されている65)｡ 以上のような
ことが明 らかにされたが､H+の輸送機構や共役機構 において重要であると考 えられて
いるサブユニット相互作用変化に関する知見は得られていない｡






に見えることかス トークと呼ばれている (図 1.3)｡ このス トー ク領域は､F｡とFl
部分の結合に関わっていることは､本酵素の分子集合上の配置や変異株を用いた解析か
ら明らかにされている｡このス トー ク領域には､Fl部分のサブユニットである†､8､E
とFo部分の bサブユニッ トが存在することが示唆されている｡ しか し､これらサブユ











































る67)｡ しか し､蛋白質問相互作用に関する数多 くの研究から､結合部位は大きく2種









FIFO-ATPaseは多 くのサブユニットが複雑に分子集合 し､その機能を発現 している｡
この分子集合を可能にするのは､各サブユニット間の相互作用である｡ しかし､本酵素








































































































































は､サブユニ ットを系統的に断片化 した部分ペプチ ドを調製し､この部分ペプチ ドを
ATPase活性の最小単位である α3β37複合体を再構成する系に導入した時､再構成に及
ぼす影響を解析 した｡導入したペプチ ド内に結合部位が存在すると､サブユニットと単




















































































白質の発現を確認 した結果､3種類の部分ペプチ ドの発現は認められたが､†ト 75残
基と774-192残基の部分ペプチ ドの発現は認められなかった｡これは､蛋白質分
解酵素により消化されたものと考えられる｡発現が確認された全ての部分ペプチ ドは不




チ ドがあることが示された (第3節参照) ｡ この結果から本研究で確立したペプチ ド調
製法により結合部位を有すると考えられる部分ペプチ ドが得られる事が示され､今後こ
のペプチ ド調製法が結合部位を含む領域の同定に利用できることが示された｡
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スチジンが 1分子の Ni(ニッケル)に結合することを利用 し､ニ ッケルを固相に固定










本章では宿主細胞としてプラスミド調製時にはJM 109101) を､目的蛋 白質の発現




L-bro山 :1%ポリペプ トン､0.5%酵母エキス､86mMNaCIpH 7.0







伝子は制限酵素認識部位 を含むプライマーを用い PCR法で増幅 したaPCR法は以下の
条件で行った｡熱変性を95℃,5min､アニーリングを55℃,2min､伸長反応を70
℃,2血nを1サイクルとし､計3.0サイクル行った後に伸長反応を7分間行 った｡酵
素はT山DNAポリメラーゼ (東洋紡 )を用いた｡鋳型 DNAは､PET-3d-Yを用いた｡
プライマーの塩基配列､制限酵素認識部位を表2.1に示したO増幅したDNAをプロテ






基本的にはサブユニット蛋白質の大量発現 と同じ方法を用いた95日'6)｡ †サブユニ ッ
トの部分ペプチ ド遺伝子の発現プラスミドを持つBL21(DE3)pLysEを 37℃で培養











ゲル板の下層に分堆ゲル (12.5% アクリルアミド､0･33%N,Nリ チレン-ビス
(アクリルアミド)､0.37MTris-HCl(pH8.8)､0･05% ペルオキソ二硫酸
ァンモニウム (APS)､0.1%SDS､0∵1%N,N,N-,N.,-テ トラメチルエチレンジア



































給 し泳動 した｡sDS-試料バ ッファーは0.225MTris-HCl(pH6.8)20m1､0.
25MEDTA0.8m1､20%SDS5m1､50%グリセロール 16ml､プロムフェノー
ルブルー (BPB) 0.025g､蒸留水 3.2mは 混合 し､β-メルカプ トエタノール 5
miを用時加え調製 した｡又､必要に応 じてアクリルアミド濃度が 15% のものを用いたD
SDS-PAGE後のゲルをcBB染色液 (0.25% クーマシーブリリアントブルーR250､
















菌体に4/5倍量の2xTSS(1% パクトトリプ トン､0.5% 酵母エキス (Bacto)､
0.5% 塩化ナ トリウム､20%ポリエチレングリコール (PEG)6000､ 50mM
硫酸マグネシウム､0.005% チミン)､ 1/5倍量ジメチルスルほオキシド (DMSO)
を加えた｡懸濁液に適当量のDNAを加え氷上に30分間静置 した後､LB培地 lmjを加
え 37℃で 1時間培養 した｡この菌液を薬剤を含むプレー トに塗布 し､生育 した菌を形
質転換株 とした｡
カルシウム法の概略 :下記の培地 (1◆%ポリペプ トン､0.5% 酵母エキス､0.5%
塩化ナ トリウム､0.25% グルコース､'一17.1% スクロース )で菌をO.D65∩=0.5-
0.6まで37℃で培養 した｡集菌後､溶液 l(10mM塩化ナ トリウム､0.5Mスク
35
ロース )を加え懸濁 し､再度集菌 した｡溶液H(50mM塩化カルシウム､0.5Mス
クロース )を加え氷上で20分間静置 した｡その後､集菌し溶液‖(50mM塩化カル
シウム､ 17% グリセロール ) に懸濁 した｡ 菌液に0.2鵬のプラスミドを加え氷上に
1時間静置 した後､42℃で2分間熱シ ョックを与えた ｡ 菌液を 5倍量の LB培地に懸












同性の機構を明 らかにするための第一歩として†サブユニ ットの部分ペプチ ドの精製を
行った｡ 本節では､これら3種類の精製 された部分ペプチ ドを用いて､再構成 される
ATPase活性への阻害効果とα3β3γ複合体の形成へ及ぼす影響を解析 した｡即ち､実験
系として先に述べ たγサブユニ ットの部分ペプチ ドを1･nvt･lro再構成系に導入すること
により相互作用部位を明らかにしようとした｡この時再構成を阻害する部分ペプチ ドに
は､分子集合に関わる領域を含んでいると考えた (図 2.1)｡
第2項 γサブユニットの部分ペプチ ドが α3β3γ複合体の
再構成に及ぼす影響の検討
γサブユニ ッ トの 1､ 3､ 7倍量の各部分ペプチ ドを再構成系 に導入 した試料の
ATPase活性の測定結果を図2.4に示した｡
部分ペプチ ドを導入 していない時に再構成される ATPase活性の値は､ 23.4u｡its/











この部分ペプチ ドも†1-192残基ペプチ ドと同様に部分ペプチ ドの導入量が増える
につれてATPaSe活性の阻害が増大 した ｡ その阻害効果は､3倍量導入 した ときに約 8






















められなかった ｡ このことか らγサブユニ ットの 191残基からカルボキシル末端の領
域には相互作用に関わる領域が存在 しないと考えられた｡
第 3項 再構成 されたα3β3†複合体量の検討
前項で示 された部分ペプチ ドの導入による再構成される ATPase活性の阻害が α埴 γ
複合体の形成阻害 によるものかどうか解析するために末変性の中性 PAGE法により
α3β3γ複合体の量を検討 した｡その結果を図 2.5に示 した｡




再構成 されるATPase活性を阻害 したこの部分ペプチ ドは､その導入量が 1､3倍量
ではα3β3γ複合体 を示すバンドが確認でき美 ｡ 3倍量で認められたバ ンドは 1倍量のバ
ンドに比べると薄いことがわかる｡ これらは､再構成 される ATPaSe活性の阻害がそれ
ぞれ20､30%であることと一致する (図2.4)｡ 再構成されるATPase活性を70













α3β3Y Y1-192 7741286 71911286 α3β3
T l xl x3 Ⅹ7 Ⅹ1 Ⅹ3 Ⅹ7 Ⅹ1 Ⅹ3 Ⅹ7｢=｢
･ ′て1,






































































































ることで再構成を阻害 した｡ しかし､部分ペプチ ドがこの複合体の形成を阻害する分子

























0･5pg l･Opg 2･Opg 部分ペプチド 0･5pg l･Opg 2･OLlg
71-192

































































ニット間境界面を検討 し､以下のような結論を示 したL)8)｡ それは､サブユニット間の
境界面は基本的に① βス トランド連結､②ヘ リックス ヘーリックスパッキング､③ シー













な構造が X線結晶構造解析によって明 らかになった11)｡ これによってα3β37複合体の




10a)｡ 即ち､アミノ末端の6つのβス トランドが､バレル (樽)状に形成した ドメ
インと中央部のヌクレオチ ド結合部位を含むαヘリックスとβス トランドから成るα
-βドメイン及びカルボキシル末端の 7つのαヘ リックスから成るバレル ･ドメインで
ある｡又､ヌクレオチ ド結合部位には､ATPとMg2+の結合が認められた｡
βサブユニット
βサブユニットは､αサブユニット同様 3つの ドメインから構成されている (図2.
10b)｡中央部のヌクレオチ ド結合部位の ATPに対する親和性はαサブユニットのそ
れに比べ ると低 く､Mg2+の結合も認められた｡又､ヌクレオチ ド結合部位には､ATP
の加水分解に必要な水分子と水素結合した181残基目のグルタミン酸が存在 し､ATP






















合したβTPと呼ばれるものとADPが結合 した βDPと呼ばれるものとヌクレオチ ドが結
合 していないβEと呼ばれる3つの状態である｡それぞれの状態のβサブユニ ッ トは､




バレル ･ドメインは､中央のα-βドメインか ら離れるように位置している｡ この樵に












ヘリックスと呼ばれる αヘ リックスは､ATPが結合 した βサブユニ ッ ト (βTP)の
DEI･SEED領域と水素結合を形成 し他のβサブユニッ ト (βDP､βE)間では結合は認め
られない｡この様に､γサブユニットは α3β3†複合体の非対称性に関与 していると考え
られる｡ 実際､好熱菌においてこの事は証明されている55) o この †サブユニットによ
る非対称性は､活性発現に重要であるo 又､ トリプシンによりショー ト･ヘリックス近
傍で消化 されたγサブユニットは α3β3γ複合体形成は正常でありATPase活性も見 られ
るが､ATPase活性阻害蛋白質であるeサブユニットの阻害効果が低下する56)｡この事
からショー ト･ヘリックスは､ATPaSe活性だけでな くEサブユニットによる阻害機構
にも関与していると考えられるが､その詳細は明らかでない ｡ 一方､x鰯 吉晶解析像 11,
が得られていない中央の領域は､βス トランド構造をとると推測 されシー トを形成 して
いると考えられている57)o x線結晶構造解析から明らかになった水素結合の位置を図
2･12に示 したo水素結合部位が3ヶ所報告されておりこの図では星印で示した｡ 1






















昨年､好熱菌においてATPase活性中の α3β37複合体の挙動 を可視化 したという驚く
べき結果が報告された29)｡ その方法として好熱菌 α埴 複合体を固層に固定化し†サブ















領域である 191か ら224残基の領域が､先ほど述べた αサブユニットのカルボキ




















にして､任意の蛋白質量 を吸着 させた｡その後､ 10%skim血lkで37℃で 3時間プ




はそれぞれモノクローナル抗体 α108103)､β311佃 を用いた｡ 2次抗体は､ビオ
チン化抗体マウスIgG抗体を用いた｡
2 免疫染色法
蛋白を転写 したフィルターをブロッキングバッファー (5%スキムミルク)中に浸 し
て､4℃で8hr以上静置し､抗体の非特異的な結合を抑えた｡次に 1次抗体をそれぞれ


















回転を考慮する必要がある29)｡ それは残 りのサブユニ ッ ト8､Eのうちどのサブユニッ
トが α､βサブユニットの組 に属 し､どのサブユニットが Yサブユニットの組に属する
のかを明らかにする事である｡ 本章で述べる研究を始めた1994年にα､β及び†サ
ブユニットの一部から成る複合体のX線結晶構造解析の結果が報告され1日､これらサ
ブユニッ トの詳細 な構造が明らかになったが､†サブユニットの一部､8及び Eサブユ























































と転写活性化領域の2つの ドメインに分割できる｡ この DNA結合領域は､GAL4によ
り制御される遺伝子群の上流領域の特定の塩基配列に結合する｡ 一方､転写活性化領域
は､転写開始に必要な蛋白質複合体と接触 している｡ これら2つの領域は､共に正常な




































形質転換 し､相互作用の存在を示す β-ガラクトシダーゼ活性を測定するO これにより
全Flサブユニットの組み合わせの相互作用 を検討 した｡ これを明 らかにすることは､
ス トーク領域に存在すると考えられているサブユニットの3次構造上の配置に関する知
見が得られると考えた｡




のDNA断片を回収 した｡制限酵素smalとBamHtで消化 した発現プラス ミドpGAD
424及びpGBT9に回収したDNA断片を導入した (図3.2)｡ これらプラスミドを







pGEX-2T-Cを制限酵素BamHlで消化する｡ この DNA断片を回収 した後､制限酵
素BamHIで消化 したpUc18に導入した｡この作製したpUc18-Eを制限酵素EcoR
l､psllで消化後､同制限酵素で切断した発現プラスミドpGAD424及びpGBT9
に導入した (図3.3)｡ これらプラスミドをJM109に導入し､LB-Ampプレー ト







































し､集菌する｡ 上清を捨て TE/LiAc溶液に懸濁す ることにより形質転換受容細胞の調
製 した｡
(2)酵母 SFY526への発現プラスミドの導入
第 1項で作製 したそれぞれの発現プラスミド とキャリアーDNA を形質転換受容細胞
に加え､懸濁する｡ 次 に､PEG4000/LiAcを加えよく混ぜる｡ 30分､30℃で浸
透する｡終濃度 10%DMSOとなるように加え指揮す る熱処理を行 う｡ その後､水中
で冷却 し集菌す る｡この作業 を2回繰 り返 し､上清を捨て TE緩衝液に懸濁する｡ これ
をロイシン ･トリプ トファンを欠失 したsD培地に柏菌 し両プラスミドを持つ細胞を得
た｡
2 仝 Flサブユニット間の相互作用の検出のための β-ガラク トシダーゼ活性測定
(1) フィルター法による β-ガラクトシダーゼ活性の測定
シャーレにZ緩衝液/x-gal溶液を入れ､嬢紙を乗せて湿らせる｡ 一方､形質転換コ
ロニーをナイロン ･フィルター上で生育させる｡ このフィルターをコロニー面を上に し
て液体窒素にいれて凍結 させその後､室温で融解させる｡ このフィルターを上で調製 し
たシャーレにコロニー面を上にして置 く｡ 30℃で保温 し､30分間隔で観察する｡
















































培地に柏菌 し､oD600-0.5から1.0になるまで 30℃で浸透培養 し集菌する｡ 上
清を除きZ緩衝液 に細胞を懸濁する｡ この試料を液体窒素に入れて凍結させ る｡ 37
℃で溶解する｡ Z緩衝液 ･メルカプ トエタノールを加 える｡ ONPG溶液を加 えβ-ガラ
クトシダーゼ活性を開始する｡ 反応は､ lMNa2C03を加えて停止する｡ OD420の吸
光度を測定する｡この時得 られるβ-ガラクトシダーゼの活性の強度は､再構成された
転写活性化因子の安定性に寄与するもの と考えられる｡ 即 ち､β-ガラクトシダーゼの
活性は相互作用の強度と相関関係があると考えた｡
その結果を､表3･3に示 した｡α-βサブユニット間においてβ-ガラクトシダーゼ活
性は､4･0 (Milerunit)を示 した｡ †-Eサブユニット間では､6.9 (Milerunit)と最
大の値を示 した｡又､α-8サブユニット間､β-8サブユニット間､γ-8サブユニッ ト
間､8-Eサブユニット間において相互作用の存在を示す β-ガラクトシダーゼ活性は､





対照実験の結果を表 3･4に示 した｡全ての組み合わで β-ガラクトシダ､-ゼ活性は認
められなかった｡ このことから､表 3･3で相互作用の存在 を示す β-ガラク トシダー
ゼ活性が認めらゴ1た全ての組み合わせには､相互作用が存在することが明らかになった｡
第4項 要約と考察
仝 Flサブユニッ トの遺伝子を酵母 two-hybrid法に用いる発現プラス ミドの調製をし





(Milerunit)､γ Eサブユニット間では6.9 (Milerunit)と最大の値を示 した｡
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表 3.4 酵 母 two-bybrid法 を用 い た 対 照 の
β-ガ ラク トシ ダー ゼ 活 性 の 測 定
融合蛋白質 β-ガラクトシダーゼ活性 (Mi1er血 t)




又､α-8サブユニッ ト間､β-8サブユニット間､†-8サブユニ ッ ト問､8-Eサブユ
ニット間において相互作用の存在を示す β-ガラク トシダーゼ活性が認め られた｡ それ
ぞれの β-ガラク トシダーゼ活性は 1.7､ 1.7､ 1.8､ 1.1 (MileruniD を示 した｡
これらの値は､転写活性化因子の複合体の安定性に比例する と考えられるO 従って､†
-e>α-β>α-8- β -8-γ-8>8-eサブユニ ット間相互作用の順番で安定である
と考えた｡ これらの相互作用に関 して以下に考察する｡
g-βサブユニット間相互作用の場合
X線結晶構造解析や電子顕微鏡の解析などか ら本酵素において 1分子の αサブユニッ




第 1項で も述べたようにこれらサブユニットが複合体を形成することと一致 した｡又､
β-ガラク トシダーゼ活性 の値が最大値 を示 したことか らこの相互作用が比較的安定 な
ものであ ると考 えられる｡ これは､Fl部分のサ ブユニ ッ トにおいて唯- 1対 1の複 合
体が精製 されることとよく話が合 う60)｡ これらのことからEサ ブユニ ットは､触媒発
現の回転機構において†サブユニッ トと分子集合 して回転機構に関与 していると考えら
れた｡又､最近の研究か ら†サ ブユニットのショー ト ヘ リックス (図 2.ll)近傍
が トリプシ ンによる切断によりEサブユ ニットの Fl部分への親和性 が低下する O この
親和性の低下によりeサブユニ ット阻害活性が低下す ることが示 されている56)｡ 従っ
て､このサブユニ ット問の相互作用が Eサブユニ ッ トの阻害機構 を担っていると考えら
れるが､回転機構 において阻害機構が どうのような相互作用変化によるものかは明らか




8サブユニ ットは､α-βサブユニ ッ ト間で認められた β-ガラク トシダーゼ活性の値
より低い値 であったが全 Flサブユニ ット問において相互作用が検 出された｡ このこと
からこの相互作用が比較的弱い相互作用であると考えられる｡ 架橋試薬 を用いた解析か
ら8サブユニットは､α及びβサブユニッ トと架橋 されることが認め られた｡ これらの
ことから8サブユニットはα､β両サブユニットと比較的弱い相互作用をする事で安定
に分子集合 していると考えられる｡ 又､髄 媒発現機構 におけるα､βサブユニッ トに対
して†サブユニ ットが回転 していることが報告された｡ 8サブユニ ッ トが どちらのサブ
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ユニ ットと分子集合することにより回転機構に関わっているかを以下に考察するG 先 ほ
ど述べたように 8サブユニッ トは､α及び βサブユニットと架橋 されることが認められ
てお り､この架橋 によるATPase活性への影響は認められなかった50)｡ これらのことか
ら回転機構において 8サ ブユニッ トはα､ βサ ブユニッ トと分子集合 して回転に関与
していると考えた｡又､現在 までに†-8､8-Eサ ブユニ ッ ト間相互作用は検 出されて
お らず本研究で初めて明 らかにされた○ この相互作用が本当に存在するか他の解析方法
例 えば第2章で示 したフィルター上における解析方法で明らかにする必要がある｡この
相互作用が回転機構において異なる組み合 わせであることか ら常時結合 しているもので
はないと考えられる0 回転機構 を考慮するとこれらサブユニッ ト間の相互作用は､上 巳
サブユニ ット複合体が､α3β3複合体 に対 し 1回転す る際に相互作用 している と考え ら
れる｡又､この相互作用の役割を考察すると以下の ことが考えられる｡8サブユニ､ノト
が､ATPase活性 には関与 していない ことや回転機構にお ける組み合わせが †とEサブ
ユニ ットと異 なる組み合 わせであることからATPaSe活性発現及 び分子集合 の椎持に関
わるような相互作用でないと考 えられる｡ 従って､8サブユニ ットは†-Eサブユニ ッ ト
複合体 と相互作用することで共役機構 に関与 していると考えられる｡
一方､α-γサブユニット間､α一己サブユニ､日 間､β-†サブユニ､ノト間､β-Eサ ブ
ユニ ット間では､相互作用 を示す β-ガラク トシダーゼ活性は認められなかった｡ この
うちX線結晶構造解析 11)から α-†及び β-†サ ブユニッ ト間において相互作用が認め
られている (図 3･4)｡α-†及 びβ-γサ ブユ ニ ･ノト間の相互作用が､酵母 lw｡_
hybrid法では､検出されなかった理由は 2つ考 えらilるo ① α3P3複合体に対 して γサ
ブユニットが回転 していることからこれらサブユニット間の相互作用が弱い ものであ る
こと示唆 される｡ この ことか らα-†及びβ-†サ ブユニッ ト問の相互作用が弱いためで
あると考えられる｡ ② 図 3･4に示 した ようにγサブユニ ットは､α3P3複合体の中央の
空間 に挿入 して分子集合 してい るため 1対 1で蛋白質相互作用 を検 出す る酵母 lW｡_
hybrid法では検出されなかったと考えた｡α一己サブユニッ ト間､β-Eサブユニット間の
場合､触媒発現の際に Eサブユニッ トが †サブユニットと複合体 を形成 して､α3β3複合
体に対 して回転 していることを示唆する結果が得 られているlO2)O このためeサブユニ ッ
トとα及びβサブユニ ット間の相互作用は､非常に弱い ものであると考 えられる ｡ こ
のことか らこれらの相互作用が非常に弱いため本研究では､検出されなかったと考え ら
れる｡
以上のことか ら酵母 two-hybrid法を用いることは､相互作用の検出だけでな くその












L-bro山 (2% ポリペプ トン､ 1% 酵母エキス､ 1% 塩化ナ トリウム､pH7.0)､
YpD培地 (2% ポリペプトン､ 1% 酵母エキス､2%glucose)及びsD培地 (0.67
0/oDifcoyeastniuogenbasewithoutaminoacids､20/oglucose､0･030/olysine､ 0.020/o
adenine､ 10/oleucine､0･020/otryptophan､ 1･50/ovaline､0.020/Ohistidine､0.03
0/olysine) (必要に応 じてIeucine､tryp-opha沌 欠失させる)を用いたW'｡ プレー トはLB
プL,- ト (2%ポリペプトン,1%酵母エキス,1% 塩化ナ トリウム,1･5% 寒天末,pH7.0)
sDプレー ト (0･670/oDifcoyeastniuogenbasewithoutam inoacids､20/oglucose､0.0
30/olysine､0･020/oadenine､ 10/oleucine､0･020/olryptophan､ 1.50/ovaline､0.
020/Ohistidine､0･030/olysine､ 1･50/o寒天) (必要に応 じてleucine､叩plophanを欠
失させる)を用いた｡ 必要に応 じてアンピシリン (50ug/ml)を添加 した｡培養温
度は大腸菌の場合 37℃で酵母の場合 30℃とした｡
2 形質転換受容細胞の調製
直径 2から3- のコロニーを20mlのYPD培地に柏菌する0 18時間､30℃で浸
透培養するoこれを 300m-YPD培地に植え､ 4時間､ 30℃で浸透培養する｡ 10
00g､ 5分間遠心 し､集菌するo 上清を捨て､滅菌水に懸濁する0 1000g､5分
間遠心 し､集菌する｡ 上清を捨て､ 1･5mlの TE/LiAc (lMリチr〉ムアセテー トpH
7･5､ 0･01MTriS-HCl､ lmMEDTA､pH 7･5)溶液に懸濁 し､形質転換受容細
胞の調製 した｡
3 酵母 sFY526-の形質転換
それぞれのプラスミドを1鵬 と100鵬 のキャリアーDNAを 10叫 の形質転換受
容細胞に加え､懸濁するo 次に､60叫 の PEG/LiAc(1M リチウムアセテー トpH
7･5､0･01MTris-HCl､ 1mMEDTA､pH 7･5､40%pEG4000) を加えよ
く混ぜる0 30分､30℃で浸透する｡-終濃度 10%DMSOとなるように加え推拝す
る｡42℃､15分間の熱処理を加えるo 水中で冷却し､ 1000g､ 5分間遠心する｡
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この作業を2回繰 り返 し､上清を捨て､0.5mlTE緩衝液 (0.01MTris_HCl､ lmM




直径 10cmのシャーレに2･5mlの Z緩衝液 /x一gal溶液 (1.61%Na2HPO4･
7H20､ 0･55%NaH2PO4･H20､ 0･075%KCl､0･0236%MgSO4･7H20､
0･34mg/mi x-gal)を入れ､渡紙 を乗せて湿 らせてる｡ 形質転換コロニーをナイロ
ン ･フィルター上で生育させる｡このフィルターをコロニー面を上にして液体窒素にい
れて凍結 させるoその後､室温で融解させ る｡この凍結一融解処理 によりx-galが酵
母細胞内に入 りやす くなる｡このフィルターを上で調製 したシャーレにコロニー面を上
にして置 く｡ 30℃で保温 し､ 30分間隔で観察する｡
(2)β-ガラクトシダーゼ活性の定量法 (液体培養法)
酵母形質転換株を5mlの SD培地に柏菌する｡ 30℃､終夜浸透培養する｡ 浸透培養
液を2mlを4mlSDに植菌 し､oD600-0･5から1.0になるまで 30℃で浸透培養
する0 1000g､ 30秒遠心する｡上清を除きZ緩衝液 (1.61%Na2HPO4･7H20､
0･55%NaH2PO4･H20､ 0･075%KCl､0.0236%MgSO4･7H20)を500
け‖二懸濁する｡このうち 100ulを液体窒素に入れて凍結させる｡ 37℃で溶解するc
O･7mlZ緩衝液 ･メルカプ トエタノールを加える｡ 0.16mlONPG溶液 (20
mg/mlo-ニ トロフェニルガラクトサ イドをZ緩衝液に懸濁する)を加えβ-ガラクト
シダーゼ活性を開始するo 反応は､ 0･4mi の 1MNa2C03を加 えて停止す る｡OD42
0の吸光度を測定する｡
lunitの β-ガラク トシダーゼ活性 (Milerunit)は､ 1分間に 1ドmOlの ONPG を｡_








プラスミドDNAの大腸菌への導入は電気穿孔法 によった ｡ この方法に用いる大腸菌
液はの調製は､以下の ように行った｡JM 109を5mlの LB培地で一晩浸透培養 し､
500mlの LB培地に添加 し､oD600- 0.5から0.6になるまで 37℃で浸透培養
する｡集菌後､ 10% グリセロール250mlを加え､懸濁 し菌体を洗った後､0.5mj
の 10%グリセロールに懸濁 し､40mlずつ分注 した ｡ これに適 当量のプラス ミド
DNAを加 え2･5kV､ 0.2cm､ 1mFのもとで菌 にプラスミ ドを導入 した｡ そして､
LB培地 1mlを加え37℃で 1時間培養 した ｡ この菌液をLB-Ampプレー トに塗布 し､
生育 した菌を形質転換株 とした｡
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第2節 酵母 tw(卜 hybrid法を用いたγ一己サブユニット
間相互作用異常変異体の単離
第1項 緒言
第 1節では酵母 two-hybrid法を用いて仝 Flサブユニット間における相互作用の組み

































pG BT9-7とpGAD4 2 4-Eを酵母 sYF52 6

















した培地で生育できることを指標に選択 した｡これにより生育 した細胞は､約 1500
クローンであった｡このうち 1000クローンをsD培地 (Trp-､Le U-)にレプリカし､
β-ガラク トシダーゼ活性 を測定 した｡
その結果を表3･5に示 している｡ 1000クローンのうち21クローンはβ-ガラク
トシダーゼ活性が低下 したものであった｡又､ 1クローンは､相互作用が強固になった
株が検出された (1次スクリーニング)｡ 1次スクリーニングで得 られた22クロー ン
からプラスミドを調製した後､ 1次スクリーニ ングと同じ操作 を繰 り返 しβ-ガラクト
シダーゼ活性を測定 した (2次スクリーニング) ｡ その結果､12クローンはβ-ガラ
ク トシダーゼ活性が低下 していた｡ 1クローンは､その活性は増上 していた｡ 2次ス ク
リーニングでえられた 13クローンからプラスミドを調製した後､ 1次スクリーニング
と同じ操作を繰 り返 しβ-ガラクトシダーゼ活性を測定 した (3次スクリーニング)｡
その結果､4クローンはβ-ガラクトシダーゼ活性が低下 していた｡ 1クローンは､そ
の活性は増上 していた｡3次スクリーニングでえられた5クローンからプラスミドを調
製 した後､ 1次スクリーニングと同様 β-ガラクトシダーゼ活性を測定 した (4次スク




7-Eサブユニ ット間相互作用異常変異株からプラスミドを調製 し､プラス ミドDNA
の塩基配列を決定することにより､アミノ酸残基の置換を同定 した｡
その結果を表 3.6に示 した｡













































① β-ガラク トシダーゼ活性が野生型に比べて増加 した場合
YGly85Aspは､野生型の 1.8倍に上昇が認められた｡
② β-ガラク トシダーゼ活性が野生型の60%程度の場合
†Leu55Proは､ 550/.に減少した｡ †Leu235Glnは､600/.に活性が減少 した｡
③ β-ガラク トシダーゼ活性が野生型の30%程度の場合
YMetlO2Thrは､野生型の340/.に減少し､†Asp141Valは､30%に減少 した｡
第 5項 要約 と考察
酵母 two-hybrid法を用いて†一己サブユニット間相互作用異常変異株を5クローン単離
出来た｡ この方法 を用いた変異株出現の頻度は､0.5%であった｡ これは､本研究室
において同様にPCR法を用いてプラス ミドにランダムに変異導入す る事により出現す
る変異株の頻度が2から3%という値 と比べると低いものである10J)｡ これは､以下の
理由によるもの と考えられる｡ ① 相互作用異常株を選別す る際､β-ガラクトシダーゼ
活性 を数値化で きないフィルター法で行ったため見た目には野生型と変化がないと判断
したクローンの中にも変異株が存在 した可能性があると考えられる｡ ② 変異 を導入 し
たpGBT9-†とpGAD424-Eの両プラス ミドを酵母細胞に同時 に導入 したため､導入































































これら5クローンの 1次構造上の位置■と3次構造上の位置を図3.6に示 した｡ Yサブ
ユニットの 1部分は､X線結晶構造解析 1'されている｡今回得られたクローンの内8
87
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し､他の3クローンは､解析されていない領域に存在 している (図 3.6a)｡又､こ
れら5クローンは､ 1次構造上分散 している｡これら変異部位の3次構造上の位置を図





















メインは､ADPを結合 したβサブユニット (βDP)のDELSEED領域と架橋 (S-S結合)
され､ATPを結合 した βサブユニット (βTP)と対を成す cm の DELSEED領域に相当
する領域とも架橋 (S-S結合)されている5°) ｡ 従って､α ドメインは､α3P3複合体の
近傍に位置すると考えられた (図3.8)｡ このことから本研究でアミノ酸残基置換が
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図3.8 同定された変異部位の 1次及び3次構造上の位置
同定された変異部位の3次構造上の位置を示した｡βサブユニットのDEL
SEED領域上のもで示したアミノ酸残基は､Yサブユニットのショー ト･ヘリッ
クス上の由で示したアミノ酸残基とS-S結合できる.又､Eサブユニットの α
ドメイン内のCで示したアミノ酸残基においてもS-S結合できるoこのことか
らEサブユニットは図に示したよう.に配置していると考えられるO
